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 論 文 内 容 の 要 旨 
 
Pol IIは、全てのタンパク質遺伝子と様々な非コード RNA 遺伝子の転写を担い、12
サブユニット（Rpb1-12）から構成されている。その最大サブユニット Rpb1 の C-末端
領域は、7アミノ酸 YSPTSPSの繰り返し配列を有し（C-terminal domain, CTD）2番目、
5 番目および 7 番目のセリン残基（Ser2、Ser5、Ser7）が、転写中に可逆的なリン酸化
調節を受ける。リン酸化された CTDは、RNAプロセシング因子やヒストン修飾因子が
結合する足場として機能し、転写と遺伝子発現過程を協調的に制御すると考えられてい
る。CTD のリン酸化は、CTD リン酸化酵素／脱リン酸化酵素によって調節される。現
在までに、CTD リン酸化酵素に関する研究は精力的に行われ、多くの知見が得られて
いるが、CTD 脱リン酸化酵素の機能については未知の部分が多く残されている。これ
らの修飾酵素の機能を詳細に解析することは、遺伝子発現制御メカニズムの解明のため
に不可欠である。本研究では、2種類の脊椎動物 CTD脱リン酸化酵素 Ssu72（Suppressor 
of Sua7 2）および RPAP2（RNA polymerase II-associated protein 2）の機能解析を行った。 
 
脊椎動物 Ssu72は Pol II転写産物の 3’末端形成を調節する 
出芽酵母 Ssu72は、転写と RNA 3’末端形成の両方に関与する CTD Ser5/7特異的脱リ
ン酸化酵素として報告された。一方で、脊椎動物においては、Ssu72は CTD Ser5/7に対
する in vitro脱リン酸化活性を有することが近年報告されたが、遺伝子発現制御におけ
る役割は不明であった。そこで本研究では、Pol IIによって転写され、転写産物の 3’末
端形成過程が異なる 3種類の遺伝子（核内低分子 RNA（snRNA）、ポリ(A)付加型 mRNA、
複製依存的ヒストン mRNA）を対象に Ssu72の機能解析を行った。 
Ssu72の細胞内機能を解析するために、SSU72遺伝子を条件的にノックアウトしたニ
ワトリ B細胞株 DT40を樹立した。本細胞株を用いた解析から、Ssu72は細胞増殖に必
須であり、さらに Ssu72消失は細胞周期サブ G1期の集積を伴う細胞死を導くことを見
出した。Ssu72消失による細胞内 Pol II CTDのリン酸化への影響をウェスタンブロット
法により解析したところ、Ssu72発現量の減少に伴い、Ser5/7のリン酸化レベルが上昇
した。次に Ssu72発現消失時の RNA 3’末端形成への影響を RT-qPCRによって解析した
ところ、Ssu72発現量減少によって、U2、U4 snRNAおよび GAPDH mRNAの 3’末端形
成が阻害された。その一方で、複製依存的ヒストン H3および H4 mRNAについては全
く反対に、3’末端形成効率が亢進した。さらに、クロマチン免疫沈降（ChIP）解析によ
り、Ssu72消失はこれらの遺伝子上の Pol II Ser5/7のリン酸化レベルを上昇させること
を見出した。組換え精製タンパク質を用いた解析によって、ヒト Ssu72が Ser5/7に対す
る脱リン酸化活性を有することを確認した。 
 Ssu72による CTD脱リン酸化が、遺伝子の転写過程よりも RNAプロセシングにより
深く関与する新知見は、酵母 Ssu72で報告された成績と一致しており、これらの機能が
進化的に保存されていることを示している。また、複製依存的ヒストン mRNA の 3’末
端形成機構は高等真核生物特異的であり、酵母では認めないことらから、高等真核生物
特異的な遺伝子発現における Ssu72の機能を明らかにしたと考えられる。さらに Ssu72
による RNA 3’末端形成制御が、ヒストン遺伝子型とそれ以外の型で全く異なる点は、
転写産物の 3’末端形成の特異性が CTDのリン酸化によって制御されていることを示唆
している。 
 
ヒト RPAP2は Pol II Rpb6サブユニットと結合し、mRNA前駆体の 3’末端形成に関
与する 
RPAP2は Pol II相互作用因子として最初に同定され、後に CTD Ser5脱リン酸化酵素
活性を持つことが示された。これまでに RPAP2と Pol IIが直接結合することが報告さ
れていたが、RPAP2が結合する Pol IIサブユニットは不明であった。また、RPAP2は
snRNA の発現制御に関与することが報告されたが、タンパク質遺伝子の発現制御にお
ける役割は不明であった。本研究では、ヒト RPAP2の遺伝子発現調節における機能を、
生化学的および分子生物学的に解析した。 
組換え精製タンパク質を用いた GSTプルダウン法による結合解析から、RPAP2は 10
種類の Pol IIサブユニット（Rpb3-12）のなかでも Rpb6と特異的に結合することを見出
した。RPAP2の欠失変異体を用いた解析により、RPAP2のカルボキシル末端領域がRpb6
との結合に寄与することが示唆された。さらに、内在性 RPAP2 の機能を解析するため
に、抗 RPAP2 抗体を作製した。この抗体を用いた ChIP 解析から、RPAP2 は GAPDH
および MYC遺伝子のコード領域と 3’末端領域に主に分布することが示唆された。さら
に、遺伝子転写産物の 3’末端形成効率を RT-qPCR 解析により評価したところ、siRNA
を用いた RPAP2のノックダウンは、GAPDHおよび MYC mRNAの 3’末端形成効率を低
下させた。 
本研究で RPAP2との結合が示された Rpb6は、Pol IIの Rpb4/7サブ複合体のコア複合
体への会合を調節すると想定されている。Rpb4/7サブ複合体は、立体構造的に CTDの
近傍に位置し、転写と RNAプロセシングの協調的制御に関与することが報告されてい
る。したがって本研究成果は、RPAP2が Rpb6との相互作用を介して mRNA3’末端形成
を制御する可能性を示唆している。 
 
以上、本研究成果は、脊椎動物において CTD リン酸化調節が転写過程のみならず、
 転写産物の 3’末端形成過程においても重要であること示している。これは、遺伝子発
現の協調的な制御機構に新たな知見を提供するものである。更なる脊椎動物遺伝子発現
調節機構の解明には、新規因子の同定を含めた CTD 脱リン酸化酵素の解析が必要であ
ると考えられる。 
 
  
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 本論文において申請者は、RNAポリメラーゼ II（Pol II）を標的とする 2種類の脊椎動
物フォスファターゼ（Ssu72、RPAP2）の機能を、細胞遺伝学的および分子生物学的な手
法を用いて解析した。 
 Pol IIは、総てのタンパク質遺伝子と様々な非コード RNA 遺伝子の転写を担い、12サ
ブユニット（Rpb1-12）から構成されている。その最大サブユニット Rpb1 の C-末端領域
は、7アミノ酸 YSPTSPSの繰り返し配列を有し（C-terminal domain, CTD）、2番目、5
番目および 7番目のセリン残基（Ser2、Ser5、Ser7）が、転写中に可逆的なリン酸化調節
を受ける。リン酸化された CTD は、RNA プロセシング因子やヒストン修飾因子が結合す
る足場として機能し、転写とその他の遺伝子発現過程を協調的に制御すると考えられてい
る。CTD のリン酸化は、CTD キナーゼ／フォスファターゼによって主に調節されている。
現在までに、CTDキナーゼに関する研究は精力的に行われてきたが、CTDフォスファター
ゼの機能については多くが未知である。これらの修飾酵素の機能を詳細に解析することは、
遺伝子発現制御メカニズムの解明に不可欠であるため、申請者は脊椎動物 CTDフォスファ
ターゼの機能解析に関する研究を行った。 
 まず申請者は、SSU72遺伝子を条件的にノックアウトしたニワトリ B細胞株 DT40を樹
立し、本細胞株を用いて Ssu72 消失による細胞増殖能や遺伝子発現への影響を解析した。
その結果、脊椎動物 Ssu72は細胞増殖に必須であり、Ser5/Ser7特異的な CTD脱リン酸化
活性を介して Pol IIにより転写される RNAの 3'末端形成過程に関与することを見出した。
Ssu72による CTD脱リン酸化が、遺伝子の転写過程よりも RNAプロセシングにより深く
関与する新知見は、酵母 Ssu72 で報告された成績と一致しており、これらの機能が進化的
に保存されていることを示している。また、Pol II転写産物の 3’末端形成過程は遺伝子の種
類によって異なるが、本研究では、その中の 3種類の RNA（核内低分子 RNA（snRNA）、
ポリ(A)付加型mRNA、複製依存的ヒストンmRNA）を対象として解析し、Ssu72が、snRNA
とポリ(A)付加型 mRNAについては正に、ヒストン mRNAは負に調節することを示した。
複製依存的ヒストンmRNA の 3’末端形成機構は、高等真核生物特異的で酵母では認めない。
したがって本解析結果は、高等真核生物特異的な遺伝子発現における Ssu72 の機能を初め
て明らかにしたものと評価される。さらに Ssu72による RNA 3’末端形成制御が、ヒストン
遺伝子型とそれ以外の型で全く異なる点は、転写産物の 3’末端形成の特異性が CTDのリン
酸化によって制御されていることを示唆しており、重要な知見であると評価される。 
 次に申請者は、CTD Ser5脱リン酸化酵素活性を有することが知られているヒト RPAP2
 の遺伝子発現調節における機能を、生化学的・分子生物学的に解析した。まず、精製した
組換えヒトRPAP2を用いた結合解析により、RPAP2がPol II のサブユニットであるRpb6
と特異的に結合することを明らかにした。次に、作製・精製した抗 RPAP2 抗体を用いた
ChIP解析により、RPAP2は GAPDHおよびMYC遺伝子のコード領域と 3’末端領域に分
布することを示した。さらに、siRNA を用いた RPAP2 のノックダウンにより、GAPDH
およびMYC mRNAの 3’末端形成効率が低下することを見出し、RPAP2がmRNA3’末端形
成に関与することを明らかにした。本論文で RPAP2との結合が示された Rpb6は、Pol II
の Rpb4/7 サブ複合体のコア複合体への会合を調節すると想定されている。Rpb4/7 サブ複
合体は、立体構造的に CTDの近傍に位置し、転写と RNAプロセシングの協調的制御に関
与することが最近報告されている。したがって本研究成果は、RPAP2が Rpb6との相互作
用を介して mRNA3’末端形成を制御している可能性を示唆しており、脊椎動物における転
写と RNAプロセシングの共役機構解明に、新たな知見を与えるものと評価される。 
 以上、本論文は、脊椎動物において CTDリン酸化調節が転写過程のみならず、転写産物
の 3’末端形成過程においても重要であること示し、遺伝子発現の協調的な制御機構に新た
な知見を提供するものと評価でき、本学位授与に値すると判断した。 
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